异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是治愈急性白血病（AL）最有效的手段之一，但白血病复发仍是导致移植失败的主要原因[@b1]--[@b3]。AL患者诱导化疗后获得第1次完全缓解（CR）和未获得CR的患者接受allo-HSCT治疗的复发率分别为15%\~23%和50%\~80%，患者移植后一旦出现血液学复发，预后极差；虽然可以接受供者淋巴细胞输注（DLI）或二次移植，但是长期生存率仅为8%\~25%[@b4]--[@b5]。因此，allo-HSCT后早期发现血液学复发苗头\[微小残留病（MRD）阳性\]并及时干预可能是防止血液学复发的关键环节[@b6]--[@b7]。MRD是指AL患者获得CR后体内残存的白血病细胞，目前已有多种方法被用于allo-HSCT后MRD检测[@b8]--[@b9]。问题是移植后MRD阳性能够预测血液学复发吗？如果MRD能够预警AL患者移植后复发，那么能否通过干预降低复发率、改善生存呢？在本文中，笔者通过典型病例介绍并结合国内外研究进展[@b2],[@b4],[@b6],[@b9]--[@b13]，阐述移植后MRD检测及MRD阳性患者的诊疗体会。

一、典型病例

患者，男，23岁，allo-HSCT前6个月确诊急性髓系白血病（AML），诊断时染色体核型为46 XY，FLT3-ITD阳性，给予HAA、IA以及FLAG 3种方案诱导方获CR，巩固治疗后行非体外去除T细胞的单倍体相合造血干细胞移植（haplo-HSCT），供者为HLA 3/6相合的弟弟，血型为O型供O型。应用改良BuCy-ATG（白消安+环磷酰胺+抗胸腺细胞球蛋白）预处理方案，移植物抗宿主病（GVHD）预防应用环孢素A（CsA）+霉酚酸酯（MMF）+甲氨蝶呤（MTX）[@b3]；回输有核细胞10.39×10^8^/kg，CD34^+^细胞4.96×10^6^/kg。中性粒细胞植入时间为+10 d，血小板植入时间为+7 d。基于文献资料和北京大学血液病研究所AL患者MRD检测流程（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），我们在移植后对该例患者进行常规检测，移植后3个月多参数流式细胞术（MFC）为1.35%、WT1 9.3%，表明患者在allo-HSCT的+90 d出现MRD阳性。基于国内外研究进展和北京大学血液病研究所的临床实践（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），我们对该例MRD阳性患者进行了HAA方案化疗联合改良DLI（mDLI）（回输G-CSF动员的外周血干细胞1×10^8^/kg）。mDLI后12 d出现皮肤Ⅱ度急性GVHD，糖皮质激素治疗后缓解，mDLI后110 d出现轻度皮肤慢性GVHD。截至2017年7月31日，患者已存活945 d，MRD监测持续阴性。

![急性白血病（AL）患者异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后微小残留病（MRD）检测流程\
MFC：多参数流式细胞术；LAIP：白血病异常免疫表型；DLI：供者淋巴细胞输注](cjh-39-06-448-g001){#figure1}

![急性白血病患者异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后微小残留病（MRD）检测指导的危险分层干预流程图\
DLI：供者淋巴细胞输注；CsA：环孢素A；GVHD：移植物抗宿主病；IFN-α：干扰素α](cjh-39-06-448-g002){#figure2}

二、allo-HSCT后的MRD检测

MRD检测常用的方法包括MFC、实时定量聚合酶链反应（RT-PCR）等技术。近年来，虽然二代测序技术和数字PCR技术也被用于MRD检测，但还处于研究阶段，未常规用于临床。

1．MFC检测移植后MRD：MFC能够检测几乎全部急性淋巴细胞白血病（ALL）患者和90%以上AML患者存在的白血病异常免疫表型（LAIP），其检测敏感性为10^−3^\~10^−4^。AL患者MRD检测的常用抗体见[表1](#t01){ref-type="table"}。Díez-Campelo等[@b14]研究发现，移植后100 d MFC检测MRD\<10^−3^与≥10^−3^的患者比较，复发率较低（25%对73%，*P*=0.002），4年无事件生存（EFS）率较高（74%对17%，*P*=0.01）。Zhao等[@b12]报道，移植后MFC检测MRD阳性与阴性ALL患者相比累积复发率（CIR）较高（54%对8%，*P*\<0.01）和EFS率较低（54%对80%，*P*\<0.01）。随后许多学者证实，移植后应用MFC检测MRD对AML和ALL血液学复发均具预测意义[@b8],[@b15]--[@b16]。由于AML的高度异质性和大量潜在LAIP，应用MFC检测AML患者的MRD远比ALL患者复杂[@b8],[@b15]。

###### 多参数流式细胞术检测微小残留病的常用抗体

  疾病     表达形式             抗体
  -------- -------------------- ----------------------------------------------------------------------
  AML      跨系表达             CD2、CD4、CD5、CD7、CD10、CD19、CD56
           不同步表达           CD11b/CD34\*;CD15/CD34\*
           抗原过表达或低表达   CD13\*、CD33\*、CD34\*、CD38、CD45\*、CD117\*、HLA-DR\*
           散射光异常           CD13表达正常，但前向散射或侧向散射异常
  ALL                           
   B细胞   跨系表达             CD66c、CD11b
           细胞系列标记         CD19\*
           抗原表达增强或减弱   CD10\*、CD34\*、CD38\*、CD45\*、CD49f、CD58\*、CD81、CD123、CD304
   T细胞   跨系表达             CD13、CD33
           细胞系列标记         cCD3\*、CD7\*
           抗原表达增强或减弱   CD1a、CD2\*、CD5\*、sCD3\*、CD34\*、CD44、CD45\*、CD99、CD117、TdT\*

注：AML：急性髓系白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；TDT：末端脱氧核苷酸转移酶。\*建议必选的骨干抗体，其他抗体根据情况选择

2．RT-PCR检测移植后MRD：综合文献[@b7]--[@b8],[@b10],[@b15],[@b17]--[@b20]报道，RT-PCR检测MRD的敏感性为10^−5^\~10^−6^，分子标志包括：①白血病特异基因：AML的RUNX1-RUNX1T1、PML-RARα、CBFB-MYH11、NPM1突变以及KMT2A（赖氨酸甲基转移酶，又称MLL）重排等；ALL的BCR-ABL、SIL-TAL1、E2A-PBX1、IGH VDJ和TCR基因重排等；②WT1等泛白血病基因。

北京大学血液病研究所的Wang等[@b10]首次报道了基于RUNX1-RUNX1T1检测t（8;21）（q22;q22）AML移植后MRD检测结果，发现移植后1、2、3个月RUNX1-RUNX1T1下降\>3 log患者的复发率低于下降≤3 log患者（30 d：*P*=0.05；60 d：*P*\<0.001；90 d：*P*=0.001），多因素分析显示移植后3个月MRD阳性是复发和无白血病生存（LFS）的独立预后因素（*P*=0.001，*P*=0.001）。因此，移植后早期检测RUNX1-RUNX1T1可及时发现t（8;21）AML的复发高危患者。张博等[@b21]观察到移植后60 d、90 d WT1基因高表达与复发率增高（60 d：*P*\<0.001；90 d：*P*=0.003）和无病生存（DFS）率降低（60 d：*P*=0.004；90 d：*P*=0.006）密切相关。Radich等[@b17]发现BCR-ABL基因检测可预测Ph^+^ ALL患者的移植预后，他们观察到移植后100 d内MRD阳性患者3年复发率高于MRD阴性患者（52%对17%, *P*=0.025）。Stirewalt等[@b22]的研究也证实移植后PCR检测BCR-ABL转录子阳性为复发的独立预后因素（*RR*=8.7，*P*=0.0001）。

Zhao等[@b7]发现基于WT1和MFC检测移植后MRD能更好地预测预后。他们定义WT1\>0.6%或MFC阳性连续检测为MRDco（+），或同一时间点标本WT1基因、MFC检测MRD同时阳性为MRDco（+）；AML、ALL移植后MRDco（+）患者2年CIR高于MRDco（−）患者（AML：71.4%对9.3%，*P*\<0.001；ALL：76.7%对15.4%，*P*\<0.001）；多因素分析发现MRDco（+）是AML和ALL患者移植后复发的独立影响因素。该研究提示WT1联合MFC检测MRD更可靠。

尽管MRD检测已经为移植后血液学复发提供了早期预警[@b23]，但许多问题仍待解决。首先，MRD检测存在假阳性和假阴性的问题，前者是指MRD检测阳性但没有复发，后者是指MRD检测阴性但发生复发。近年来，包括新一代测序（NGS）在内的新技术有可能检测克隆演变和白血病启动细胞，有助于克服假阴性或假阳性问题。其次，一些新基因异常（如DEK-NUP214）的预后意义还不明确，移植后多数基因异常预测复发的阈值还未确定。再次，不同类型AML的最佳MRD检测间隔时间目前仍不清楚。最后，仪器和操作者技术的差异限制了MRD检测的标准化及可重复性。不过上述问题的存在并不影响MRD阳性预测移植预后。

三、allo-HSCT后MRD指导的干预策略

1．AL患者移植后的复发防治和MRD阳性的干预手段：目前多种方法被用于移植后复发防治和MRD阳性患者的干预。DLI首先被用于慢性髓性白血病移植后的治疗，显示出良好的移植物抗白血病（GVL）作用[@b13]。然而，传统的DLI往往伴有重度GVHD发生率增高，部分患者出现全血细胞减少以及感染，这些DLI相关并发症增加了非复发死亡，抵消了GVL作用。北京大学血液病研究所建立了mDLI技术体系，即用G-CSF动员的外周血采集物代替稳态淋巴细胞采集物，同时结合短程免疫抑制剂治疗[@b24]。与传统的DLI相比，mDLI不仅降低了GVHD和全血细胞减少的发生率，而且具有更强的GVL效应。mDLI不仅被用于HLA相合同胞供者移植后复发的防治，而且被用于haplo-HSCT后复发的防治，提高了移植疗效。该团队还发现AL患者移植后复发率降低和DFS增高还与以下因素有关[@b2],[@b6],[@b9]：①MRD阳性发生于+100 d后；②mDLI后1个月MRD阴性；③mDLI后发生慢性GVHD。mDLI后免疫抑制剂应用6\~8周，降低了GVHD发生率且不影响GVL作用[@b2],[@b25]。其他方法还包括BCR-ABL特异性细胞毒性T细胞（CTL）、自然杀伤细胞、CAR-T等细胞免疫干预手段，此外还有干扰素α（300万单位每周2\~3次皮下注射，最长用至6个月）、靶向药物（预防性伊马替尼的起始剂量为400 mg/d，渐增至600 mg/d，MRD不转阴的患者给予800 mg/d；索拉菲尼400 mg/d或800 mg/d）、去甲基化药物（阿扎胞苷）以及二次造血干细胞移植等[@b2],[@b6],[@b25]--[@b34]。

2．MRD指导的mDLI干预：Yan等[@b2]在没有重现细胞遗传学异常且接受allo-HSCT的标危AL患者中，探讨了基于MRD分层指导的干预对移植预后的影响，该研究共入组814例患者，MRD阳性判定参照[图1](#figure1){ref-type="fig"}，其中709例移植后MRD阴性，105例移植后MRD阳性（IL-2干预49例，DLI干预56例）。结果显示MRD阴性组、IL-2干预组、DLI干预组的3年CIR分别为18.1%、64.4%、27.8%，DFS率分别为61.6%、24.1%、55.6%。多因素分析显示MRD指导的mDLI显著降低了复发风险（*HR*=0.269，*P*\<0.01），提高了DFS率（*HR*=0.436，*P*=0.006）。该研究提示移植后MRD检测能从接受移植的标危AL患者中划分出复发高危人群，mDLI显著改善了这部分复发高危人群的预后。

2014年Tan等[@b35]证实基于MRD检测进行DLI抢先干预患者（16例）的有效率显著高于接受治疗性DLI的患者（11例）（100%对63.3%，*P*=0.019），两组患者预计1年OS率分别为93.8%和27.3%（*P*\<0.01）。该研究进一步证实了MRD分层指导DLI的可行性和有效性。值得注意的是，Mo等[@b6]在骨髓增生异常综合征（MDS）人群中发现，allo-HSCT后检测MRD能很好地发挥复发预警作用，但是DLI和干扰素α都未能降低MRD阳性患者复发率。这提示在MDS这个亚组人群中需要寻找新的干预方法（如阿扎胞苷联合DLI[@b34]），以改善预后。

四、结语和展望

尽管我们采取的MRD指导的mDLI干预策略使本例患者获得无病生存，但是由于如下原因，MRD指导的移植后干预时，选择哪种干预方法是见仁见智的事情。①DLI在不同类型AL移植后的GVL作用各异[@b13]；②有些类型的白血病具有特异性靶向治疗药物或特异性细胞治疗方法[@b26],[@b33]；③对于移植后MRD阳性患者而言，目前还缺乏前瞻性、随机、对照研究以证明现有手段孰优孰劣；④不同移植中心对不同的干预手段掌握及相关并发症的处理水平不同；⑤对于MRD阳性的患者是否干预，还要考虑移植前的疾病危险因素、移植后免疫重建等情况。在高水平的循证医学证据出现以前，各移植中心应根据实际情况选择MRD阳性患者的干预手段。笔者所在中心mDLI技术体系非常成熟，因此对于缺乏靶向药物MRD阳性患者首先选择mDLI，对具有靶向药物的AL患者，可选择靶向药物或与mDLI等联合。

总之，二代测序和全基因组测序技术的不断成熟和完善将使allo-HSCT后MRD监测的敏感性和特异性的进一步提高，结合不断建立的干预新手段（如CAR-T技术等）[@b29]，MRD指导的移植后干预极有可能成为临床常规。因此，设计良好的前瞻性、随机、对照临床试验验证不同MRD检测方法指导的不同干预策略降低血液学复发率、提高移植疗效的优劣并建立MRD检测和干预临床操作规范是未来5\~10年的重要课题。
